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ABSTRAK
Daun bayam merah (Amarantus gangeticus Hort) merupakan salah satu tumbuhan yang 
mengandung senyawa fenol yang memiliki manfaat sangat besar bagi manusia. Tujuan dari 
penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar fenolik total yang terkandung di dalam fraksi                          
n-heksana, etil asetat, air, dan ekstrak etanolik pada daun bayam merah. Daun bayam merah 
diekstraksi secara maserasi dengan etanol 70%, kemudian difraksinasi dengan n-heksana, etil
asetat, dan air. Ekstrak dan fraksi kemudian dianalisis kadar fenolik totalnya menggunakan metode 
Folin-Ciocalteau. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar fenolik setara dengan asam galat pada 
ekstrak etanolik 4,05%± 0,175; fraksi n-heksana 2,15%±0,045; etil asetat 11,03%±0,290; dan air
4,4%±0,180 pada daun bayam merah (Amarantus gangeticus Hort).
Kata kunci : Daun bayam merah, Amaranthus gangeticus Hort., Folin-Ciocalteu, fenolik total.
____________________________________________________________________________________________
ABSTRACT
Red spinach leaves (Amarantus gangeticus Hort) is one of plant that contain phenolic 
compound which has benefit for human. The aim of this study was to determine total phenolic 
content on n-hexane, ethyl acetate, and water fractions of ethanolic extract of red spinach by Folin-
Ciocalteu. Red spinach leaves were macerated by ethanol 70%, than were fractionated by of  n-
hexane, ethyl acetate, and water. Extract and fractions were analyzed the total phenolic content by 
Folin-Ciocalteu method.  The study showed that total phenolic content of red spinach were 
(4,05%±0,175) GAE for ethanolic extract; (2,15%±0,045) GAE for n-hexane fraction, 
(11,03%±0,290) GAE for ethyl acetate fraction; (4,4%±0,180) GAE for water fraction.
Keywords : red spinach, total phenolic, Folin-Ciocalteu. 
____________________________________________________________________________________________
Vol. 9 No. 1, 2012   Penetapan Kadar Fenolik Total ~ 71
PENDAHULUAN
Daun bayam mengandung senyawa 
fenol yang merupakan salah satu
komponen kimia tumbuhan yang 
memiliki manfaat sangat besar bagi 
manusia. Senyawa fenol memiliki cincin 
aromatik dengan satu atau lebih gugus 
hidroksil. Senyawa fenol mencakup 
beberapa golongan senyawa bahan alam, 
di antaranya flavonoid, fenil propanoid, 
kuinon fenolik, lignin, melanin, dan 
tanin (Naczk & Fereidon 2004).
Senyawa fenol dalam tanaman sering 
dikaitkan dengan berbagai aktivitas
tumbuhan dan farmakologinya di
antaranya sebagai antiinflamasi, 
menangkal radiasi sinar UV, kelainan 
darah, desentri bahkan sebagai astringen, 
diuretik, perdarahan dan agen 
hepatoprotektif (Naczk & Fereidon 
2004). Senyawa fenolik berfungsi sebagai 
antioksidan alami (Rahman et al 2008). 
Fenol juga dapat digunakan sebagai zat 
pengawet alami, pewarna, perasa pada 
suatu produk (Pandey & Syed 2009). 
Sayuran dan buah yang mengandung 
fenol dapat dihubungkan dengan 
rendahnya resiko degeneratif beberapa 
penyakit, seperti kanker dan penyakit 
kardiovaskuler (Amin et al 2006).
Penetapan kadar fenolik total dapat 
dilakukan menggunakan metode Folin-
Ciocalteu. Prinsip metode Folin-
Ciocalteu adalah oksidasi gugus fenolik 
hidroksil. Pereaksi ini mereduksi fenolat 
(garam alkali), mereduksi asam 
heteropoli menjadi suatu kompleks 
molybdenum-tungsten (Mo-W). Fenolat 
terdapat pada larutan basa, tetapi 
pereaksi Folin-Ciocalteu dan produknya 
tidak stabil pada kondisi basa (Singleton 
dan Rossi 1965). 
Fraksinasi adalah metode pemisahan 
yang bertujuan untuk memisahkan 
golongan utama kandungan kimia yang 
satu dari golongan yang lain. Pemisahan 
kandungan kimia ini berdasarkan 
polaritas atau sifat kelarutannya yang 
berbeda-beda pada jenis tumbuhan, 
senyawa yang bersifat polar akan masuk 
ke pelarut polar, begitu juga senyawa 
yang bersifat nonpolar akan masuk ke 
pelarut nonpolar (Harborne 1987).
Tujuan penelitian ini yaitu untuk 
mengetahui kadar fenolik total yang
terkandung dalam fraksi n-heksana, etil 
asetat, air, dan ekstrak etanol dari daun 
bayam merah (Amaranthus gangeticus
Hort).
METODE PENELITIAN
Bahan
Bahan sampel yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah daun bayam merah
yang berasal dari tanaman bayam merah 
yang ditanam di daerah Tawangmangu, 
Kabupaten Karanganyar, Jawa Tengah. 
Bahan penyari adalah n-heksana
(Brataco), etil asetat (Brataco), aquadest 
dan etanol 70%. Bahan analisa 
kuantitatif: asam galat (Sigma), reagen 
Folin-Ciocalteu (Merck, Germany), 
etanol 70%, Na2CO3 (Merck, Germany), 
metanol pa (Merck, Germany), aquades.
Alat
Alat penyarian adalah bejana untuk 
maserasi, vaccum rotaevaporator
(Heidolph type: Helzbed HB digit) dan 
beaker gelas, spektrofotometer 
(Shimadzu UV-1201), kuvet, Moisture
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balance (Ohaus), stopwatch, timbangan 
analitik (Ohaus Adventure Pro AV264),
pipet volume, beaker glass, labu takar, 
batang pengaduk.
Pembuatan Ekstrak Etanolik Daun 
Bayam Merah
Serbuk bayam merah kering 
sebanyak 500 g dimasukkan dalam 
bejana lalu ditambah dengan etanol 
dengan perbandingan 1: 7,5 etanol 70%, 
ditutup dan dibiarkan selama 5 hari 
terlindung dari cahaya, sambil diaduk
berulang-ulang. Setelah 5 hari diserkai 
ampas diperas. Ampas ditambah cairan 
penyari 2,5 bagian etanol diaduk dan 
diserkai. Setelah itu filtrat dipisahkan 
dengan ampas menggunakan corong 
Buchner. Filtrat yang diperoleh 
dipekatkan dengan vaccum
rotaevaporator pada suhu 40ºC sampai 
diperoleh ekstrak etanolik daun bayam 
merah.
Pembuatan Fraksi n-Heksana, Etil 
Asetat, dan Air
Ekstrak etanol yang diperoleh 
kemudian disuspensi dengan aquadest 
75 ml dan difraksinasi dengan n-heksana
75 ml sebanyak tiga kali menggunakan 
corong pisah. Sari n-heksana selanjutnya 
dikumpulkan kemudian diuapkan di atas 
waterbath, sari n-heksana yang kering ini 
disebut fraksi n-heksana. Lapisan berair 
sisa fraksinasi dengan n-heksana 
kemudian difraksinasi dengan 75 ml etil 
asetat sebanyak tiga kali. Lapisan etil 
asetat dipisahkan dan dipekatkan pada
waterbath dan diperoleh fraksi etil asetat. 
Bagian bebas etil asetat dan n-heksana
(fase air) diuapkan di atas waterbath
disebut fraksi air.
Penentuan Operating Time
Dipipet 0,1 ml dari larutan asam 
galat dengan konsentrasi 300 ppm 
ditambah aquadest 7,9 ml ditambah 
reagen Folin-Ciocalteu 0,5 ml dikocok 
sampai homogen. Didiamkan selama 8 
menit, lalu ditambah 1,5 ml larutan 
Na2CO3 20% kocok sampai homogen 
kemudian baca absorbansinya selama 2 
jam. Kemudian dibuat grafik antara
waktu dan absorbansi, lalu ditetapkan 
operating time nya (Waterhouse 2002).
Penentuan λ maksimum
Dipipet 0,1 ml dari larutan asam 
galat 300 ppm ditambah aquadest 7,9 ml  
ditambah reagen Folin-Ciocalteu 0,5 ml, 
dikocok sampai homogen. Didiamkan 
selama 8 menit, lalu ditambah 1,5 ml 
larutan Na2CO3 20% kocok sampai 
homogen, lalu didiamkan selama 2 jam. 
Absorbansinya dibaca pada panjang 
gelombang 600-900 nm, kemudian 
dibuat grafik antara panjang gelombang 
dan absorbansi kemudian ditetapkan λ
maksimumnya.
Pembuatan Kurva Baku
Asam galat dibuat enam seri 
konsentrasi: 100, 200, 300, 400, 500, 
600 ppm. Masing-masing konsentrasi 
asam galat dipipet 0,1 ml ditambah 7,9 
ml aquadest ditambah 0,5 ml reagen 
Folin-Ciocalteu dan dikocok. Didiamkan 
selama 8 menit, lalu ditambah 1,5 ml 
larutan Na2CO3 20% dan dikocok 
homogen. Didiamkan selama 2 jam pada 
suhu kamar. Ukur serapan pada panjang 
gelombang serapan maksimum,
kemudian ditentukan persamaan regresi 
linearnya.
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Penetapan Kadar Fenolik 
Ditimbang 0,1 gram ekstrak etanol 
kemudian dilarutkan sampai 10 ml 
dengan metanol. Dipipet 0,1 ml larutan 
tersebut dan ditambah aquadest 7,9 ml 
ditambah reagen Folin-Ciocalteu 0,5 ml 
dan dikocok, dan didiamkan 8 menit, 
kemudian ditambah 1,5 ml larutan 
Na2CO3 20 % dan didiamkan selama 2 
jam pada suhu kamar, kemudian diukur 
serapannya dengan spektrofotometer 
pada panjang gelombang serapan 
maksimum.
Perlakuan yang sama seperti ekstrak 
etanol tersebut, juga dilakukan terhadap
fraksi n-heksana, etil asetat, dan air.
Analisa Data
Hasil pengukuran absorbansi sampel 
yang diperoleh selanjutnya digunakan
untuk menghitung kadar fenolik total 
setara dengan asam galat pada bayam 
merah. Dihitung menggunakan metode 
regresi linear dari pembuatan kurva 
kalibrasi antara konsentrasi dan serapan 
yang diperoleh dengan menggunakan λ
maksimum yang diketahui.
Y = a + bx ........................................(1)
Y = serapan yang diperoleh
X = konsentrasi (ppm)
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penyarian dilakukan dengan metode 
maserasi dan selanjutnya akan diperoleh
sari. Penyarian dilakukan dengan pelarut 
etanol 70%. Ekstrak cair etanol diuapkan
dengan alat vaccum rotaevaporator 
sehingga diperoleh ekstrak etanolik 
pekat. Hasil rendemen ekstrak daun 
bayam merah sebesar 9,44 %.
Ekstrak etanolik pekat difraksinasi 
dengan pelarut tiga pelarut yang berbeda
polaritasnya. Pelarut yang digunakan 
adalah n-heksana sebagai pelarut 
nonpolar, etil asetat sebagai pelarut 
semipolar, dan air sebagai pelarut polar. 
Fraksinasi ini bertujuan untuk 
memisahkan senyawa-senyawa dalam 
bayam merah sesuai polaritasnya yaitu
nonpolar, semipolar dan polar. Gambar 
1 menunjukkan bahwa daun bayam
merah paling banyak mengandung 
senyawa-senyawa polar dan paling 
sedikit adalah senyawa semipolar.
Gambar 1. Rendemen fraksi dari ekstrak etanolik daun bayam merah.
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Gambar 2. Grafik hubungan waktu dan absorbansi asam galat.
Gambar 3. Grafik hubungan panjang gelombang dan absorbansi asam galat.
Hasil penentuan operating time
menunjukkan bahwa nilai absorbansi 
stabil mulai dari menit ke-115 sampai 
menit ke-120 (Gambar 2). Penelitian 
digunakan menit ke-120 sebagai
operating time. Tujuan operating time
adalah untuk mengetahui waktu 
pengukuran yang stabil. 
Hasil penentuan dilakukan untuk 
mengetahui kapan λ maksimum panjang 
gelombang asam galat yang memberikan 
serapan maksimum. Dari Gambar 3 
dapat diketahui bahwa panjang 
gelombang maksimum adalah 765 nm, 
karena pada panjang gelombang inilah 
asam galat memberikan serapan terbesar. 
Asam galat digunakan sebagai 
standar karena asam galat merupakan 
salah satu jenis senyawa fenolik. Kurva 
baku yang diperoleh menunjukkan hasil 
yang linear dengan persamaan garis                        
y = 0,00089 + 0,173 dan r = 0,998
(Gambar 4). Regresi linear kurva baku ini 
kemudian digunakan untuk menghitung 
kadar fenolik total dalam sampel. 
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Gambar 4. Grafik hubungan konsentrasi dan absorbansi asam galat.
Tabel 1. Kadar fenolik total pada ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air daun bayam merah
Sampel Kadar fenolik total (%) setara dengan asam galat
Ekstrak etanol 4,05±0,175
Fraksi n-heksana 2,15±0,045
Fraksi etil asetat 11,03±0,290
Fraksi air 4,40±0,180
Gambar 5. Kadar fenolik total pada ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air daun bayam merah.
Penetapan kadar fenolik dalam daun 
bayam merah dilakukan dengan metode
Folin-Ciocalteu. Prinsip metode Folin-
Ciocalteu adalah reaksi oksidasi dan 
reduksi kolorimetri. Pereaksi Folin-
Ciocalteu merupakan larutan komplek 
ion polimetrik yang dibentuk dari asam 
fosfomolibdat dan asam
heteropolifosfotungstat. Pereaksi ini 
terbuat dari air, natrium tungstat, natrium 
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molibdat, asam fosfat, asam klorida, 
litium sulfat, dan bromine (Folin dan 
Ciocalteu 1944). Folin-Ciocalteu 
mengandung tungsten dan molybdenum 
oksida yang mampu mengoksidasi fenol. 
Logam yang mengalami reduksi akan 
berwarna biru dan memberikan serapan 
pada panjang gelombang 765 nm. 
Kadar fenolik yang terkandung dalam 
tiap fraksi berbeda-beda tergantung
dengan senyawa yang terikat didalam 
fraksi tersebut (Tabel 1 dan  Gambar 5). 
Fraksi etil asetat lebih banyak kandungan 
senyawa fenolik, hal ini disebabkan 
karena senyawa flavonoid, alkaloid,
tanin (Hutapea et al 1993) termasuk 
dalam pelarut semipolar, dimana 
senyawa tersebut terikat dalam pelarut 
semi polar yaitu etil asetat.
KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian dapat
ditarik kesimpulan bahwa : kadar fenolik 
total dalam daun bayam merah pada 
ekstrak etanol daun bayam merah 4,05, 
± 0,175 % setara dengan asam galat.
Kadar fenolik total total dalam daun 
bayam merah pada fraksi n-heksan 2,15 
± 0,045%; fraksi etil asetat 11,03 ± 
0,290%; fraksi air 4,40 ± 0,180% setara 
dengan asam galat.
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